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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S3) Verfahren zur Synthese von Nukieinsauremolekulen mit zumindest teiiweise vorbestimmter Nukleotidsequenz 

(§7) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von 
Nukieinsauremolekulen mit zumindest teiiweise vorbe- 
stimmter Nukleotidsequenz. Insbesondere betrifft die Erfin- 
dung ein derartiges Verfahren, das rekursiv durchgefuhrt 
wird. Die Nukleinsaurekomponenten sind vorzugsweise syn- 
thetischen oder semisynthetischen Ursprungs. Das Prinzip 
des erfindungsgema&en Verfahrens beruht darauf, daS an 
einem Nukieinsaure-Doppelstrangmolekul mit mtndestens 
einem Uberhang ein Nukleinsaure-Einzelstrangmolekul an- 
gelagert wird, der Einzelstrang durch eine Poly mera sea ktivi- 
tat aufgefullt wird, der neu generierte Doppeistrang an einer 
vorbestimmten Stelle z. B. mit einem Typ l[S Restriktionsen- 
zym gespaiten wird, wobei wiederum ein Oberhang entsteht 
und die vorgenannten Verfahrensschritte ggf. so oft wieder- 
holt werden, bis das gewunschte Produkt synthetisiert ist. 
f Die Erfindung betrifft ferner einen Kit zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaSen Verfahrens. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Nukleinsauremolekulen mit zumindest teilweise 
vorbestimmter Nukleotidsequenz. Insbesondere betrifft die Erfindung ein derartiges Verfahren, das rekursiv 
durchgefuhrt wird Die Nukieinsaurekomponenten sind vorzugsweise synthetischen oder semisynthetischen 
Ursprungs. Das Prinzip des erfindungsgemaBen Verfahrens beruht darauf, daB an einem Nukleinsaure-Doppel- 
strangmolekul, vorzugsweise mit mindestens einem Oberhang, ein Nukleinsaure- Einzelstrangraolekul angel a- 
gert wird, der Einzelstrang durch eine Polymeraseaktivitat aufgefullt wird, der neu generierte Doppelstrang an 
einer vorbestimmten Stelle mit einer Restriktionsaktivitat, z. B. mit einem Typ II S Restriktionsenzym gespalten 
wird, wobei vorzugsweise wiederum ein Oberhang entsteht und die vorgenannten Verf ahrensschritte ggf. so oft 
wiederholt werden, bis das gewunschte Produkt synthetisiert ist Die Erfindung betrifft ferner einen Kit zur 
Durchf uhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Rekombinante Techniken zur Manipulation von Nukleinsauren haben in den letzten zwanzig Jabren vielen 
wissenschaftlichen Disziplinen, aber auch der pharmazeutischen Industrie sowie der medizinischen Forschung 
einen enormen Auf trieb verliehen. In vielen Anwendungsbereichen ist es wunschenswert, ein Nukieinsauremo- 
lekul mit genau deflnierter Sequenz auf moglichst einfache Weise mit lediglich geringem Zeit- und Kostenauf- 
wand bereitzustellen. Die gegenwartig am weitesten verbreiteten Verfahren zur Bereitstellung derartiger Nu- 
kleinsauremolekule beinhaiten die Klonierung von DNA beispielsweise aus cDNA-Genbanken, gegebenenfalls 
gekoppelt mit anschlieBender Sequenzierung der isolierten cDNA Andererseits kann DNA mit gewunschter 
Seouenz synthetisch, beispielsweise fiber das konventionelle Phosphoamidit-Verf ahren, hergestellt werden. 

Ubliche Verfahren zur Bereitstellung gewunschter doppelstrangiger Nukleinsauremolekule werden nachfol- 
gend am Beispiel der Bereitstellung von DNA-Molekulen erlautert Interessierende DNA-Molekule mussen, 
beispielsweise durch eine cDNA-Funktions- oder -Positionsklonierung, isoliert und in geeigneten Vektoren 
kloniert werdea Die Vermehrung der resultierenden Vektoren und damit der interessierenden DNA-Molekule 
erfolgt in vivo. Dazu mussen die Vektoren in geeignete Wirtszellen, beispielsweise Bakterien oder Hefen, 
eingebracht werden. Zur weiteren Manipulation der DNA, beispielsweise fur die Bereitstellung abgewandelter 
Konstrukte, die neue phanotypische Eigenschaften vermitteln, muB die DNA wieder aus den Wirtsorganismen 
isoliert werden. Erst dann steht sie wieder fur Manipulationszwecke zur Verfugung. Zur weiteren Vermehrung 
muB sie wiederum in geeignete Wirtsorganismen eingebracht werden. Somit sind oft viele Verfahrensschritte 
und/oder umstandliche Manipulationen notwendig, urn eine gewunschte DNA zu erzeugen. Es ist auch leicht 
vorstellbar und dem Fachmann wohlbekannt, daB sich dieser Aufwand noch vervielf ach^ sofern eine groBere 
Anzahl an verschiedenartigen DNAs hergestellt werden soli 

Ein weiteres, im Stand der Technik bekanntes Verfahren fur die in vitro-Synthese von doppelstrangiger DNA 
ist die PCR-Technik Voraussetzung fur eine derartige Herstellung ist die Verfugbarkeit geeigneter Matrizen- 
DNA Die Subklonierung geeigneter DNA-Fragmente und die unter Umstanden langwierige Einstellung der 
richtigen Reaktionsbedingungen fur die PCR konnen die experimentellen Arbeiten betrachtlich verzogern. 

Die vorstehend beschriebenen, im Stand der Technik bekannten Verfahren sind immer noch relativ zeit- und 
damit auch kostenaufwendig. Zudem sind sie, wie im Falle der cDNA-Klonierung, nicht immer ohne weiteres 
erfolgreich. Die synthetische Generierung von langeren Nukleinsaurefragmenten bereitet in der Praxis oft 
wesentliche Schwierigkeiten. Auch die Generierung von DNA durch PCR, obwohl sie die DN A-Rekombination- 
stechnik weit vorangetrieben hat, kann im Einzeifall nicht von Erfolg gekront sein oder auf Schwierigkeiten 
stoBen, wie vorstehend beschrieben wurde. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein Verfahren bereitzustellen, das die Synthese von Nukiein- 
saurernolekulen gewunschter Sequenz und Lange auf einfache und zeitsparende Weise ermoglicht Diese 
Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Synthese von Nukleinsaureraolekulen mit mindestens teilweis 
vorbestimmter Nukleotidsequenz,das die folgenden Schritte umfaBt: 

a) Bereitstelleneines Nukleinsaure-Doppelstrangmolekuls, 

aa) das an mindestens einem Ende einen in seiner Nukleotidsequenz mindestens teilweise definierten 
Oberhang aufweist oder in dem mindestens ein solcher Oberhang erzeugt werden kann; oder 

ab) das an mindestens einem Ende ein in seiner Nukleotidsequenz mindestens teilweise definiertes 
glatte s Ende aufweist oder in dem mindestens ein solches Ende erzeugt werden kann; 

b) Anlagerung mindestens eines Nukleinsaure-Einzelstrangmolekuls an das Nukleinsaure-Doppelstrang- 
molekul, wobei das mindestens eine Einzelstrangmolekul sich an den Oberhang, gegebenenfalls nach dessen 
Generierung, gemaB (aa) oder an das glatte Ende, gegebenenfalls nach dessen Generierung, gemaB (ab) 
anlagert und seinerseits einen Oberhang erzeugt und wobei das Einzelstrangmolekul bei Anlagerung an ein 
glattes Ende, oder bei sukzessiver Anlagerung und Verknupfung mehrerer Einzelstrangmolekule vor der 
Auffullreaktion an dem vom Ende des Doppelstrangmolekuls entfernten Ende maskiert ist; 

ba) Entfernung der Maskierung im Falle der sukzessiven Anlagerung mehrerer Einzelstrangmolekule 
jeweils vor deren Verknupfung; 

c) Auffullen des zweiten, zum Einzelstrang in seiner Sequenz komplementaren Nukleinsaurestranges durch 
eine Polymeraseaktivitat; 

d) Spaltung des mindestens einen in Schritt (c) erzeugten Nukleinsaur -Doppelstrangmolekuls an einer 
vorbestimmten Stelle, wobei mindestens ein neuer Oberhang oder ein glattes Ende entsteht und wobei eine 
gegebenenfalls noch vorhandene Maskierung abgespaiten wird; 

e) gegebenenfalls ein- oder mehrmalige Wiederholung der Schritte (b), (c) und/oder (d), wobei in Schritt (b) 
jeweils geeignete Einzelstrangmolekule eingesetzt werden; 
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f) Legierung von 3'-Hydroxy- und 5'-Phosphat-Enden von endstandigen Nukleotiden benachbarter, in das 
Nukleinsaure-Doppelstrangmolekul inkorporierter Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule, sofern es sich urn 
glatte Enden handelt, nach Schritt (b), (c), (d) und/oder (e); und 

g) Isoiierung des so erzeugten Niiklemsaure-Doppelstrangmolekuls. 

Das Prinzip des erfindungsgemaBen Verfahrens ist in Fig. 1 dargestellt Weitere Ausfuhrungsformen sind in 
den Fig. 2 bis 6 dargestellt m 

Der Begriff "mindestens teilweise vorbestiramte(r) Nukleotidsequenz* impliziert, daB die Nukleinsaurese- 
quenz entweder vollstandig oder nur teilweise vorbestimmt sein kann. Im letzteren Falle kann die Sequenz 
beispieisweise Bereiche enthalten, die durch zufallige Mutagenese variabel gestaltet werden. io 

Der Begriff "Bereitsteilen eines Nukleinsaure-Doppelstrangmolekuls" umfaBt jegliche Form des Bereitstei- 
lens, z. B. die Klonierung eines Gens mit anschHeBender Restriktionsspaitung und Isoiierung eines Fragmentes 
mit z. B. eineni oder zwei ttberhangen, das ais Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemaBe Verfahren dient An 
einer anderen Ausfuhrungsform wird das Doppelstrangmolekul durch Aneinanderlagerung von zwei mmde- 
stens teilweise komplementaren synthetischen Oligonukleotiden bereitgestelfc, wobei durch die Aneinanderla- is 
genmgvoraugsweiseniindestenseinOberhangentsteht 

Der Begriff "an mindestens einem Ende* wie erfindungsgemaB verwendet bedeutet, daB die Synthese uni- 
oder bidirektional verlaufen kann. . 
x Die "Anlagerung* der Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule erfolgt vorzugsweise durch Hybndisierung. Die 
erforderiichen Hybridisierungsbedingungen konnen, falls erforderlich, vom Fachmann ohne weiteres fur jeden 20 
Schritt der Anlagerung eines neuen Einzelstranges aus seinen Fachkenntnissen heraus rnodifiziert werden. 

Unter den Begriff "in seiner Nukleotidsequenz mindestens teilweise definierte(r) Oberhang" lassen sich die 
Ausfuhrungsformen subsumieren, daB der Oberhang in seiner Sequenz vollstandig deflniert ist und daB er nur in 
bestimmten Nukleotidpositionen definiert ist Letztere Ausfuhrungsform kommt beispieisweise dann zum Tra- 
gen, wenn die Sequenz, die durch das molekulare Werkzeug bei der Erzeugung der Uberhange erkannt/gespal- 25 
ten wird, in bestimmten oder unbestimmten Positionen das Vorhandensein verschiedener Nukleotide eriaubt 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Nuklein-Saure-Einzelstrangmolekule haben lcLR. eine 
Lange bis ca. 150 Nukleotiden. Bevorzugt ist eine Lange zwischen 15 und 130 Nukleotiden. Generell 1st bei der 
Wahl der Lange der Einzelstrangmolekule zu beachten, daB die Ausbeute intakter Oligonukieotid bei der 
chemischen Synthese von Einzelstrang-VorlaufermoIekGlen mit zunehmender Lange sinkt und zwar wegen 30 
fehlerhaften Einbaues von Nukleotiden. Es ist also ein KompromiB einzugehen zwischen Lange der Oligonu- 
kleodde und deren Ausbeute. Einen EinfluB auf die Ausbeute an gewunschter Nukleinsaure nut dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren hat auch die Qualitat der fur die Synthese eingesetzten Einzelstrangmolekule. Durch die 
Oligonukleotidreinigung mit Hilfe z. B. der HPLC sind die einzelnen Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule fur . 
weiterfuhrende Synthesen intakt SchiuBendlich wird sich die Lange der fur weiterfuhrende Synthesen verwen- 35 
deten Oligonukleotide nach dem Mengenbedarf fur einen Syntheseschritt und der Ausbeute bei der chemischen 
Synthese orientiererL 

Der Begriff "vorbestimmt e Stelle", wie erfindungsgemaB vertieren. 

Der Begriff "vorbestimmte Stelle" wie erfindungsgemaB verwendet bedeutet entweder, daB diese Spaltung 
durch eine Primarsequenz oder, was erfindungsgemaB bevorzugt ist durch ihre relative Positiomening zu emer 40 
Erkennungsstelle definiert ist . , L- . _ . . 

Die Erzeugung eines mindestens teilweise defuiierten und vorzugsweise kohasiven Endes fur die weiterfuh- 
rende Synthese ist ein wesentliches Merkmal einer der beschriebenen Methoden. 

In einer anderen Ausfuhrungen der beschriebenen Methode ist auch die Erzeugung eines in seiner Sequenz 
mindestens teilweise definierten glatten Endes durchaus nutziich, sofern molekulare Werkzeuge eingesetzt 45 
werden, die eine effiziente Ligation eines Nukleinsaiireeinzelstranges an einen Nukleinsaure- Doppelstrang 
ermoglichen (vgL Fig. 4). m . . 

Die sukzessive Anlagerung und Verknupfung mehrerer Einzelstrangmolekule, wobei mehrere mindestens 
zwei bedeutet vor der Auffullreaktion ist in Fig. 6 dargestellt und in der Legende dazu erlautert 

Die Entfemung der Maskierung kann nach Standardverf ahren erfolgen. 50 

Welches (molekulare) Agens als Restriktionsaktivitat im erfindungsgemaBen Verfahren letzhch Verwendung 
fmdet ist nicht erfindungswesentiich. Wesentlich faingegen ist daB die Erkennungssequenz auf der Nukleinsaure 
und die tatsachlich gespaltene Sequenz voneinander ortlich getrermt sind ErfindungsgemaB wird namlich in der 
Regel die Erkennungssequenz durch die Spaltung aus dem wachsenden Nukleinsaure-Doppelstrangmolekul 
entfemt Die Restriktionsendonukleasen der Klasse II S besitzen Eigenschaften, die den Anforderungen an ein 55 
solches Agens entsprechen. Vertreter dieser Klasse, die ein freies, kohasives 3'-Ende erzeugen, sind fur das 
Reaktionsschema gemaB Fig. 2 geeignet Vertreter der Restriktionsendonukleasen der Klasse II S, die em 
uberstehendes, kohasives 5'-Ende erzeugen sind fur das Reaktionsschema Fig. 3 geeignet 

Die Eigenschaften der Restrikdonsaktivitaten, die im erfindungsgemaBen Verfahren einsetzbar sind, konnen 
wie folgt zusammengefaBt werden: 60 

— das restringierende Agens kann vielfaltiger Natur sein: dazu gehoren alle Nukleinsauren spezifisch 
spaltenden synthetischen Agentien wie synthetische Peptide, PNA (peptide nucleic acid) tripplehelikale 
DNA bildende Oligonukleotide, die fur die spezifische Prozessierung des/der Nuklemsaure-Terminus/i im 
Sinne dieser Erfindung geeignet sind, wie auch naturlich vorkommende DNA-spaltende Enzyme. Der 65 
Fachmann ist in der Lage, fur seine jeweiligen Zwecke geeignete Restrikdonsaktivitaten einzusetzen; 

— diese konn n beispieisweise Restriktionsendonukleasen des Typs II S sein; 

_ asymmetrische Erkennungssequenzen (Restriktionsendonukleasen der Klasse II S), wi auch symme- 
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trische Erkennungssequenzen sind dabei einsetzbar; 

— wie bereits vorstehend erwahnt, diirfen die Spaltstellen, die durch die Restriktionsaktivitat erzeugt 
werden, nicht innerhalb der spezifischen Erkennungssequenz liegen, sondern mussen 5' oder/und 3' distal 
davon lokalisiert sein; 

5 — die Entfernung der SchnittsteUe von der Erkennungssequenz muB genau und eindeutig definiert sein; 

— um die Spezifltat der Anlagerung des Nukleinsaure-Einzelstranges zu gewahrleisten und eine effiziente 
Ligationsreaktion zu gewahrieisten, sofern diese gewiinscht ist, erzeugt das restringierende Agens vorzugs- 
weise kohasive Enden. Damit entfallt auch die vorstehend diskutierte Notwendigkeit der Maskierung der 
Einzelstrange, die z. B. an die glatten Enden angelagert werden. 

to 

Eine geeignete Auswahl an restringierenden Agentien kann der Fachmann der beigefugten Literaturliste 
entnehmen. 

Die Durchfuhruiig des Schrittes (e) bzw. die Haufigkeit seiner Durchfuhrung hangt letztendlich von der Lange 
des gewunschten Endproduktes ais auch von der Stranglange des zur Verfugung stehenden Ausgangsmaterials 
is ab. 

Die Vorteile, die die vorliegende Erfindung gegenuber dem Stand der Technik leistet, umfaBt unter anderem: 

1. Verfugbarkeit: Sequenzen von Nukieinsauren, beispielsweise von Genen sind, sofern die Nukleotidfolgen 
beispielsweise aus Datenbanken bekannt sind, jederzeit, uberall und schnell (innerhalb von Tagen) verfug- 

20 bar. In Kenntnis dieser Sequenzen sowie der erfindungsgemaBen Lehre kann der Fachmann jedes ge- 

wunschte Nukleotidmolekul synthetisieren. 

2. Lagerung und Transport: Nukleinsauremolekule in der GroBe von Genen mussen nicht raehr physikalisch 
in Kuhlschranken unter hohem Energieverbrauch gelagert werden. Ihre Sequenzen konnen in EDV-Anla- 
gen verwaltet, und bei Bedarf in einem Synthesegerat einfach synthetisiert werden. Somit entfallt auch der 

25 Transport uber groBe Entfernungen. DNA-Sequenzen konnen per E-mail verschickt werden. 

3. Manipulierbarkeit: Beliebige Nukleotid-, z. B. DNA-Sequenzen und Gensequenzen werden fur das Errei- 
chen bestimmter Eigenschaften, wie Stabilitat gegenuber Hitze, pH-Anderungen oder Loslichkeit in be- 
stimmten Losungsmitteln wie auch der Optimierung oder Veranderung des biologischen Verhaltens ihrer 
Genprodukte in vitro mutiert Die in vitro Mutagenese ist trotz vieler verschiedener Verf ahren ein aufwen- 

30 diges Unterf angeiL Durch die Synthesemoglichkeit ist das Einfugen beliebig vieler Mutationen auch an weit 

auseinanderliegenden Sequenzposiuonen mogiich, da die Sequeoz frei defmierbar und vorherbestimmbar 
ist. Es konnen also beliebig viele Varianten erzeugt werden. 

Die freie Synthetisierbarkeit der DNA-Sequenzen wird viele der heute ublichen Methoden zeitaufwendiger 
35 DNA-Manipulationen aus dem Labor an die Synthesemaschine verlagern, wodurch eine groBe Kosten-, und 
damit verbunden eine groBe Zeitersparnis resultiert. Das vom Fachmann durchzufuhrende Experiment besteht 
dann aus dem Design einer Nukleinsauresequenz an einem Computereditor und der Oberprufung, ob die sich 
durch die Sequenzmanipulationen gewunschten Eigenschaften am biologischen Modell, in vitro oder in vivo 
einstellen. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist somit auch ein Beitrag zur Weiterentwicklung von Techniken 
40 der reversen Genetik. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden nicht in das Nukleinsaure- 
Doppelstrangmolekul mkorporierte Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule nach Schritt (b), (ba), (c) und/oder 
Schritt (d) abgetrennt Die Abtrennung der nicht inkorporierten Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule ist zwar 
bevorzugt, aber nicht unbedingt notwendig und kann vom Fachmann nach Standardverf ahren, z. B. durch 

45 saulenchromatographische Verfahren bewerkstelligt werden. Die Konzentration an freien Nukleotidtri- 
phosphaten konnte insbesondere fur die Gesamtausbeute an gewunschter Nukleinsaure limitierend werden, 
verbrauchte Nukieotide die Synthese und Ligationsreaktion storen, die z. B. im Falle der Generierung von 
glatten Enden bzw. der Anlagerung von Nukleinsaure-Einzelstrangen an glatte Enden und nachfolgender 
Erzeugung des kompiementaren Stranges bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens notwendig 

so ist, wie vorstehend beschrieben wiu-de. Eine hohe Konzentration verschiedener Einzeistrang-DNAs erhdht das 
Risiko unerwunschter Mebenprodukte. Praktisch ist es deshaib von VorteiJ, wenn jeder einzelne Syntheseschritt 
unter optimalen Bedingungen ablaufen kann. Somit ernpfiehlt sich eine Abtrennung der nicht benStigten 
Einzelstrange jeweils vor dem nachsten Syntheseschritt, beispielsweise in einer matrixgekoppelten Reaktion, 
nach deren Ablauf verbrauchte Nukieotide und uberschussige Einzelstrang-Nukleinsauren eluiert werden. 

55 Die Abtrennung kann somit selbstverstandlich auch nach oder wahrend der Durchfuhrung des Schrittes (e) 
erfolgen. 

In einer wetteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden die Hydroxy und 
Phosphat-Enden von endstandigen Nukleotiden benachbarter, in das Nukleinsaure-Doppelstrangmolekui inkor- 
porierter Nukleinsaure-Einzelstrangmoiekule durch eine Ligaseaktivitat miteinander verknupft, sofern das Ein- 

60 zelstrangmolekul bei seiner Anlagerung an das Doppelstrangmolekul an einen Oberhang angelagert wurde. 

Die vorstehend beschriebene Ligation kann beispielsweise vor, gleichzeitig mit oder nach Schritt (d) erfolgen. 
In einer anderen Ausfuhrungsform kann sie nach oder wahrend des Schrittes (e) erfolgen. Ein Beispiel fur die 
Ligation nach Schritt (e) liefert der Fall, daB Bakterien, z. B. E. coli, mit dem nicht ligierten Syntheseprodukt 
transformiert w rden und die Ligation durch ndogene Ligasen vorg nommen wird. So ist bekannt, daB mit 

65 zunehmender GroBe der kompiementaren Oberlappung kohesiver Enden eine Transformation beispielsweise 
yon E. coli mit geeigneter DNA unter Ausnutzung der endogenen Ligaseaktivitat zur Zikularisierung mogiich 
ist Dabei werden Lucken und uberstehende Einzelstrang-DNAs durchaus toleriert, da Reparaturmechanismen 
di Integritat des zirkularen Doppelstranges wieder herst Ilea Einz Istrangber iche werd n aufgefullt und 
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repariert, wenn zumindest ein Phosphodiesterruckrat intakt ist Vorzugsweise wird eine Ugation dann vorge- 
nomraen, wenn die Oberhange nur wenige Nukleotide lang sind Im Falle langerer Oberhange ist denkbar, dafi 
zwischen den endstandigen Nukleotiden des Einzel- und des Doppelstranges LQcken auftreten, die vor einer 
Ugationsreaktion beispielsweise durch eine Polymeraseaktivitat geschlossen werden. Da die bislang bekannten 
Restriktionsenzyme zumeist nur reiativ kurze kohasive Enden erzeugen, ist auch ein c und G bzw. A und T 
"tailing* mit terminaler Transferase denkbar, das lange (Jberlappungsbereiche erzeugt, die ohne in vitro 
Ligation direkt transformiert werden kdnnen. 
SchlieBlich kann das Syntheseprodukt aucb nach Schritt (g) einer Ugation zugefuhrt werden. 
In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Nukieinsaure 
DNA- 

In einer weiteren bevorzugten Aiisfuhrungsforra des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Nukieinsaure 
RNA- 

Von dem erfindungsgemaBen Verf ahren umfaBt ist auch die Generierung von DN A/RNA-Hybriden. 
Die Erfindung betrifft in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ein Verfahren, wobei mindestens emer 
der Oberhange ein 3'-Oberhang ist Diese Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist in Fig. 2 is 

naher erlautert . . . 

Die Erfindung betrifft in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ein Verfahren, wobei mindestens emer 

der Oberhange ein S'-Oberhang ist ^ , A . 

Besonders bevorzugt ist dabei ein Verfahren, wobei der Einzelstrang an dem vom Doppelstrang nach Anlage- 
rung entfernten Ende eine Haarnadelschleife ausbildet, die als Primer fur die Polymeraseaktivitat dient Diese 20 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist durch Fig. 3 Ulustriert 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist das Nukieinsaure- 
EinzelstrangmolekulanseinemS'-Endemaskiert m 

Das 5'-Ende eines anzulagernden Nukleinsaure-EinzelstrangmoIekuJes kann durch geeignete, modifeierte 
Nukleotide maskdert sein, damit nicht durch eine unerwunschte Ligasenebenreaktion die 5'- und 3'-Enden . der 25 
Nuklemsaure-Einzelstrangmolekule miteinander verbunden werden und gegebenenfalls Konkatemere gebildet 
werden. Dieses unerwunschte Reaktionsprodukt, das fur eine optimale Ausbeute des Verfahrens der erfindungs- 
gemaBen Lehre unterbunden bzw. vermieden werden sollte, kann beispielsweise unterbunden werden durch; 

— ein 5'- dephosphoryiiertes Ende des Nukleinsaure-Einzelstrangmolekuls; sowie 30 

— Einbau von 5'-modifiziertem Nukleotid (z. B. Biotin-dNTP, Digoxygenin-dNTP). 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt die Maskierung 
durch den Einbau mindestens eines 5'-modifiziert en Nukleotids. 

Die Erfindung betrifft in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ein Verfahren, wobei die Spaltung an 35 
einer vorbestimmten Steile in Schritt (d) durch eine sequenzspezifisch spaltende trippelhelikale DNA enoigt 

Eine tripplehelikaie DNA wird z. B. dann gebildet, wenn sich eine Einzelstrang-DNA, an deren Ende em 
Schwermetall (SM) gekoppelt ist, an einen DNA- Doppelstrang anlagert und, sofern die Sequeiizbedingungen 
geeignet sind, eine tripplehelikaie Struktur mit einem DNA- Doppelstrang ausbildet Der Nukleinsaure-Doppel- 
strang wird von dem Schwermetall an einer definierten Position gespalten. . , 40 

Dariiberhinaus kann erfindungsgemaB jede spezifische physikalische, chemische und enzymatische Nuklem- 
saurespaltung eingesetzt werden, welche fur die Anlagerung eines Nukleinsaure-Eiiizelstrangmolekules zur 
nachfolgenden Ligation mit dem Nukleinsaure-Doppelstrangmoiekul forderlich ist Weitere Beispieie hierfur 
sind methodische Ansatze basierend auf designaten Peptiden oder PNA (peptide nucleic acid) Erne Ubersicht 
uber die vorgenannten Molekule und Beispieie fur deren Einsatzmoglichkeiten kann der Fachmann der nachste- 45 
henden Literaturliste entnehmeit l . 

Eine andere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft em Verfahren, wobei die Spaltung an emer 
vorbestimmten SteUe in Schritt (d) durch eine Typ II S Restriktionsendonuklease erfolgt Typ oder Klasse II S 
Enzyme besitzen eine asymmetrische, also nichtpahndromische Erkennungssequenz. Die Spaltstellen hegen 
entweder 5'- oder 3'-distal zur Erkennungssequenz. Es werden entweder 5'- (z. B. BspMI) oder 3'- (z. B. RleAI) 50 
uberstehende Enden oder glatte Enden (z. B. BsmFI) erzeugt . „ ^ TTPD 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Typ II S Restrik- 
tionsendonuklease das Rle AI-Enzym aus Rhizobium leguminosarum (Vesely Muller A, Schmitz G, Kaluza K, 
Jarsch M, Kessier c (1990) RleAI : a novel class-IIS restriction endonuclease from Rhizobium leguminosarum 
recognizing 5'-CCCACA(N12/9)-3 / , Gene 95: 129-131). . , . . . VT M . . 55 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist/sind das Nukleinsau- 
re-Doppelstrangmolekul und/oder die Nukieinsaure- Einzelstrangmolekule synthetischen oder semisynthetic 

schen Ursprungs. . 

Besonders bevorzugt fur die Syn these ist der Einsatz synthetischer Einzelstrangmolekule. 

Semisynthetische Molekule sind dadurch herstellbar, daB Nukleinsaurefragmente aus "in vivo w (Baktenen, 60 
Hefe) amplifizierter DNA (dsDNA, ssDNA) oder RNA an einer oder mehreren intermediaren Schntte der 
erfindungsgemaBen Synthese an definierten Stellen durch Ugationseaktionen eingebaut werden. Diese Strate- 
gic kann im Einzelfall Kosten betrachtlich reduzieren helfen. Beispielsweise kann das als Startermolekul Nu- 
kieinsaure- Doppelstrangmolekul ebenfalls ein "in vivo" erzeugtes DNA- Mole kul sein, an das durch rekursive 
DNA-SynthesebeUebigeDNA-Sequenzenangehangt werden. . . . c . _ 65 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird nach Scnntt (g) 
folgender Schritt durchgefuhrt: 
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h) Denaturierung des Nukleinsaure-Doppektrangmolekuls und Isoli rung der Nukleinsaiire-Einzelstranji- 
molekule. * 

Diese Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist dazu geeignet, Nukleinsaure-Einzelstrangmo- 
5 lekule beliebtger Zusammensetzung herzust lien. In diesem Zusammenhang besonders zu erwahnen ist die 
Moglichkeit, derartige RNA-Molekule bereitzustelien. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Symhese zumin- 
dest teilweise automatisiert 
So kann beispielsweise in einem Nukleinsaure (Gen-)syntheseautomatenfur Nukieinsaure-Doppelstrange aus 
10 Nukleinsaure-Einzelstangen eine Batterie von automatisierten chemischea Oligonukleotidsynthesen (eine be- 
reits in groBem AusmaBe praktizierte Technologie) den Rohstoff fur die Synthese von biologisch aktiven, 
doppelstrangigen DNA-Molekulen (z. B. ganzen Genen) darstellen. Diese werden aus den chemisch synthetisier- 
ten Oligonukleotiden in einem ebenfalls automatisierten Verfahren hergestellt 
Dabei sind in einer Synthesekammer die zu verlangernden DoppelstxangnukJeinsauren an der Synthesematrix 
is gebunden. In dieser Synthesekammer laufen in einer cyclischen Reaktionsfolge immer wieder die gleichen 
Schritte ab (Anlagerung des Nuklemsaure- Einzelstranges, Ligation, matrizenabhangige Auffullreaktion, Spai- 
tung zur Erzeugung eines freien Endes des neusynthetisierten Nukleinsaure-Doppelstrangmolekuls). Die Reak- 
tionsnebenprodukte der vorhergehenden Reaktion werden vor Beginn einer neuen Reaktion aus der Synthese- 
kammer ausgewaschen. Der um ein Oligonukleotid verlangerte Doppelstrang bleibt an die Synthesematrix 
20 gebunden. Bei jedem Syntheseschritt wird eine Nukleinsaure mit einer anderen Sequenzf olge eingebaut, so daB 
schiuBendlich eine doppelstrangige Nukleinsaure mit der gewunschten Nukleotidsequenz entsteht 

Die Erfindung betrifft in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ein Verfahren, wobei die Synthese 
matrixgebunden durchgefuhrt wird. 
Alle Tragermaterialien, an die sich eine Nukleinsaure binden laBt und deren Eigenschaften mit der angestreb- 
25 ten rekursiven Nukleinsaure-Synthese kompatibel ist, kommen als Synthesematrix in Frage, z. B. streptavidinbe- 
mantelte Oberflachen, wobei das als Startermolekul eingesetzte Nukleinsaure-Doppeistrangmolekul fiber ein 
eingebautes biotinyliertes Nukleotid an die Synthesematrix gekoppelt wird Weitere Beispiele sind Nylonober- 
flachen,an die polydT-haltige Sequenzen durch UV-Bestrahlung gekoppelt werden und tosylaktivierte Oberfla- 
chen, und die Bindung fiber "Aminolinks". 
30 In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Matrix eine 
Nylonoberflache. 

SchlieBIich betrifft die Erfindung einen Kit, mindestens enthaltend 

a) eine Ligase sowie einen Ligasepuffer; 
35 b) eine Polymerase sowie einen fur die erfindungsgemaBe Synthese geeigneten Polymerasepuffer; 

c ) gegebenenfalls ein Typ II S-Restriktionsenzym sowie einen geeigneten Restriktionspuff er; 

d) gegebenenfalls einen Waschpuffer zur Elution von Reaktionsnebenprodukten und nicht in das Produkt 
der erfindungsgemaBen Synthese eingebautem Material; und 

e) gegebenenfalls eine Synthesematrix mit einem gegebenenfalls bereits daran gebundenen Nukleinsaure- 
40 Doppelstrangmoleku! als StartermoIekuL 

Aufgrund der Lehre der vorliegenden Erfindung sowie aufgrund des allgemeinen Fachwissens in diesem 
technischen Gebiet ist dem Herstelier des erfindungsgemaBen Kits bekannt, wie er die einzelnen Komponenten 
des Kits, z. B. die Puffer, herstellt und formuliert. Gegebenenfalls kann der erfindungsgemaBe Kit auch ein nicht 
45 an eine Matrix gebundenes Startermolekul und/oder einen Satz geeigneter Einzelstrangmolekule enthalten. 
. Die Figuren zeigen: 

Fig.^1 Rekursive Nukleinsauresynthese. Das prinzipielle Standardschema fur die rekursive Nukleinsaure-Syn- 
these "in vitro* benotigt mehrere molekulare Werkzeuge, mit denen die einzelnen Reaktionsschritte durchge- 
fuhrt werden konnen. (1) Startermolekul, das frei in Losung vorliegen kann, aber idealerweise an eine Tragerma- 

50 trix gekoppelt ist (2) erkennungssequenzabhangige Restriktionsaktivitat (■) oder eine das 3'-Ende des neusyn- 
thetisierten Nukleinsaure-Doppelstranges spezifisch prozessierende Aktivitat, mit spezifischen Spaltstellen fur 
den Nukleinsaure-Doppelstrang. (3) Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule (Sequemere) (— ) mit Erkennungsstelle 
fur die Restriktionsaktivitat, falls notwendig (4) Ligaseaktivitat (5) templateabhangige Nuklemsaure-Polymera- 
seaktivitat Je nach der erfindungsgemaBen Ausfuhrung konnen Varianten des prinzipiellen Standardschemas 

55 auftauchen, bei dem ein Reaktionsschritt entbehrlich ist oder es kann ein Reaktionsschritt zusatzlich eingef uhrt 
werden. 

Fig. 2 Rekursive Nukleinsauresynthese mit 3'-uberstehendem Terminus L Eine doppelstrangige Starternu- 
kleinsaure wird bereitgestellt Durch eine spezifische Nukleinsaure-Spaltungsreaktion (1.) wird an einem Nu- 
kleinsaure-Doppelstrang ein 3'-Qberstehendes Nukleinsaure-Einzelstrangende erzeugt. (2.) und (3.) Ein syntheti- 

6o scher Nukleinsaure-Einzelstrang lagert sich spezifisch an das komplementare, uberstehende Nukleinsaure-Ein- 
zelstrangende an. Eine Nukleinsaure- Ligasereaktion verbindet das 3 r -Ende des Nukleinsaure-Einzelstranges mit 
dem 5'-Ende des Nukleinsaure-Doppelstranges. (3.) In einer Polymerisationsreaktion wird matizenabhangig der 
Einzelstrang, ausgehend von dem 3'-Ende d s vorhergehenden Nukleinsaure-Doppelstranges, zu einem Doppel- 
strang aufgefullt und der Nukleinsaure-Doppelstrang dadurch verlangert (4.) Eine Restriktionsaktivitat sorgt fur 

€5 in neues freies 3'-Ende, das fur einen weiteren Reaktionszyklus zur Verffigung steht (5.) Der n+1. Zyklus 
beginnt wieder mit der Anlagerung eines neuen synthetischen Einzelstranges, gefolgt von einer einer Ligations- 
reaktion und iner Polymerisationsreaktion (6) und wiederholt sich m-mal mit verschiedenen Nukleinsaure-Ein- 
zelstrangmolekulen (Sequemere) bis zum Ende der Synthese (n + m). Ligation und Polymerisation konnen 
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Ts&SSStt. NS-Ende I Eine dpppektrangige Starternu- 
kleinfaure wuXreVtgestellt Durlh eine spezifische Spaltungsreaktion wird (1.) an einem Nukleinsauredoppel- 
S eb S^berstehendes kohasives Nuldeinsaure-Einzelstrangende erzeugt Ein synthetischer Nukleuisaure- 
SSSi SSSSan das komplementare, Oberstehende Ende spezifisch an (2 und 3.). Ene L,gasereakt.on 
vSbffdetTas 3^Ende des Doppelsiranges mit dem 5'-Ende des angelagerten NuUe^aure-Euizelstran^nole- 
S MO n einer Mymerisationsreaktion wird, ausgehend vom 3'-Ende der 3'-termmalen Haarnadelstruk tur, 
maiSenabhangig daVsynthetische Nukleinsaure-EinzelstrangmoIekQl weitgehendst zu emem Nukleinsaure- 
SoS^g altfgefuUt?.) Eine Restriktionsaktivitat sorgt fur ein neues freies 5'-Ende, das fur einen we.teren 
RSSi zrVerfugung steht (6.) Der n+ 1. Zyklus beginnt wieder mit der Anlagerung ernes neuen 
SetSn mnlelstrang, gefolgt von einer Polymerisationsreaktion und einer Ugationsreaktion unc Ivntd^r- 

(,, + m). Ligation und Polymerisation konner zeitlich getrennt sein und vertauschte Reihenfolge aufweisen 

F,g.4 Rekursive Nukleinsauresynthese mit glattem Nukleinsaure-Ende L Erne d ^P e ^^ a ^ n e ™": 
kleinsaure mit glatten Enden ("blunt end") (1.) wird bereitgesteut Durch eine spezifische Spaltungsreaktion wird 
STan eTem Sdnsauredoppelstrang ein glattes Ende erzeugt (2. und 3.) Ein synthetischer Nuklemsatire-Ein- 
2LSng S?rd a^! S'-Ende des glatten Endes mit einer geeigneten Ligaseakdvit^ bgiert Erne ^nabhan- 
gige Polymerisationsreaktion wird an dem freien 3'-Ende des Doppelstranges mituert und der Emzelstrang zu 
finem Sppdstrang aufgefuUt (4.) Eine Nukleinsaure-spezifiscLe Restriktionsaktivitat sorgt J" - 
defiiiiertes freies 3'-Ende, das fur einen weiteren Reaktionszyklus zur Verfugung steht (5.) Der n+1. Zyklus 
Deg^fSederliit der Anlagerung eines neuen synthetischen Einzelstranges, gefolgt von einer L«gatjonsreak- 
tio?und einer Polymerisationsreaktion und wiederholt sich m-mal mit verschiedenen Ol.gonukleotiden b.s zum 
FnHpderSvnthesefn-t-m) Ligation und Polymerisation konnen zeidich getrennt sein. 

Hg ^rSursTve N^einsluresynthese mit glattem Nukleinsaure-Ende II. Eine doppeistrangige Starternu- 
kle^aurfmStten Enden (1.) wird bereitgesteUt Ein synthetischer NuUeinsaure-Einzelstrang (n +1) wird an 
das S'-Sde def m t einer geeigneten Ligaseaktivitat ligiert (2.1 Eine matrizenabhangige Polymensationsreak- 
tion wS m dem freS 3 *EndVdes Doppeistranges initiiert und der Einzelsd-ang zu emem Doppelstrang mit 
ememglatien Ende aufgefQllt (3.) Der n+2. Zyklus beginnt wieder mit der Anlagerung ernes neuen syntheu- 
SEKbtSSSfscfelgt von einer NuUeinsaure-Poiymerisationsreaktion und einer L.gationsreaktion 
^SSKm-tffimt^cliie^ Nukleinsaure-Einzelstrangmolekulen bis zum Ende der Synthese 
fn+m) Ligation und Polymerisation konnen zeitlich getrennt sein. , __ . 

Fig 6 Rekursive Nukleinsauresynthese mit glattem Nukleinsaure-Ende II. Erne doppeistrangige Starternu- 
kleiSlurfSbtten Enden (1.) wird bereitgesteUt AIs Sonderfall der vorstehend dargesteUten Ausfuhrungs- 
SrSen kt Wer d e Ligation mehrerer Einzelstrangoligonukleotide zu einer Kette geze.gt wobe. die Auffullreak- 
Su^nS Polymerase erst nach der Ligation mehrerer einzelstrangiger Teilsequenzen erfofct .B* diesem 
Reaktioastyp 1st aberdie KonkatemerbDdung zu unterdrucken und dies setzt eme Maskierung Nukkinsau- 
re-Einzelstrangmolekule voraus. Durch eine geeignete Prozessierungsreaktion muB aber diese Maskierung vor 
dem Einbau eines neuen Nuldeinsaure-Eiiizelstrangmolekuls wieder spezifisch entfernt werden. 

Beispiel zur Erfindung 

Zusammenfassung 

Die rekursive DNAa-Synthes In vitro" kann fur Manipulation von DNA-Sequenzen vtao"^ |«gesem 
werden. Zum einen konnen Genmutationen. wie Deletionsmutagenesen, auch mehrere Deleuonen in einem Gen 
X cTeitirGenlusionen unter Erzeugung neuer Eigenschaften, Insertionsmutagenesen, 
nesen und auch Sequenzinversioen durchgefuhrt werden. Desweiteren lassen sich eine bis beliebig vide FWrt- 
mutationenTeuWSequenz einfuhren. Alle DNA-Sequenzen konnen ohne Zw.schenklon.erungsschr.tte m 

Tn^SSSHUm einen auf der Proteinebene auswirken, sof em die codierenden ^equenzen »***»-" 
le Proteine translatiert werden konnen. Die Methode kann som.t zur Umsetzung von Oberlegungen be. Enzyl- 

die Bindungsaktivkat von Transaktivatoren und Supressoren zu verandern, deren Verhalten zu umersuchen 
^SSS^KSmbin-tionen von cis-Elementen zu schaffen. Weiterhin Jconnte auch die ^Aktmtat von 
RNA-Molekulen manipuliert werden (z. B. Ribozyme), sofern die mampuherte DNA transknbiert ™* 

Das folgende Beispiel fur die Anwendung der rekursiven DNA-"in vitro'-Synthesemethode ist die Mampula- 
tion toJ DNA^sSuenzen zur Analyse der Bindungsaktivitat eines transaktiven Regulatorprotems an einer 
oakterieUen ^omXrregion. Durch I "in vitro" Mutagenese der Bindungsstellen werden die A^kungen ^auf 
das DNXbindende Protiin untersucht Die DNA-Wildtypsequenz und die Mutanten des as-akt,ven Eleme„tes 
S der Fig. 7 dargesteUt die Sequenzmanipulationen sind im Text erlautert Z.el der Versuche war es die 
F^onaliSl fder ^ildung aes Regulators in einem anderen Sequenzkontext "in vitro" und eventuell auch m 
vivo" untersuchen zu konnen. ^ 

Einleitung 

Auf einem SauIII A-DNA-Fragment im Bereich eines bakterieUen Promotors finden sich palindromische 
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Sequenzabschnitte, deren Stmktur starke Ahnlichkeit mit Sequenzen besitzen, die auch in anderen Systemen an 
der transkriptionellen Regulation beteiligt sind. Die transkriptionelle Aktivitat des im 5'-Sequenzbereich des 
6-HDNO-Gens befindlichen o 70 -ahnlichen Promotors, auf dem cis-aktive Element liegen, wurde von Mauch et 
al (1990) In vivo" im hererologen E. coli System detailliert untersucht Die IGonierung dieses DNA-Fragments, 
5 da in den raeist n DNA-Bindungsstudien dies r Arbeit Verwendung fand, wird im folgenden als WT-6-HDNO- 
Promotorf ragment bezeichnet (Fig. 7 A (1—3)). 

Die Inkubation von Rohextrakten aus Arthrobacter nicotinovorans Zellen (10—40 \ig Gesamtprotein) mit 
einem radioaktiv markierten 6-HDNO-Gens bei Anwesenheit eines Kompetitors (LdR. pdldC), aus dem Promo- 
torbereich, zeigt nach der Trennung der Bestandteile dieses Inkubationsansatzes im elektrischen Feld eines 
to nativen PAA-Gels eine deutliche Retention des DNA-Fragments gegenuber einem Kontrollansatz ohne Zugabe 
von Rohextraktprotein. 

Der zur Identification der NicRl -Bindeaktivitat herangezogene expcrimentelle Ansatz wird als Gelreten- 
tionsanalyse bezeichnet Mit Hilfe dieser Methode kann das kinetische und funktionale Verhalten von DNA-Bin- 
dungsproteinen in Abhangigkeit von verschiedenen Parametern In vitro" qualitativ und quantitativ untersucht 
15 werden. AuBerdem kann man unter bestimmten Voraussetzungen auch Aussagen zur Struktur des DN A/Prote- 
in-KompIexes machen. 

Unter Verwendung von Rohextrakten kann man in der Regel im Gelretentionsexperiment eine dominante, 
retardierte Bande erkennen. Eine zweite Bande ist mancbmal ebenf alls erkennbar. Diese DNA-Bindungsaktivi- 
tat konnte durch groBe Mengen von unmarkierter, unspezifischer Kompetitor-DNA nicht supprimiert werden, 
20 wohl aber durch unmarkiertes Bindefragment in sehr geringen Mengen. Es wurde deshalb angenommen, daB 
diese DNA-Bindeaktivitat spezifisch ist und mit der transkriptionellen Regulation des Nikotinregulon in Zusam- 
menhang steht Sie wurde mit dem Kurzel NicRl (nicotine regulator 1) bezeichnet (Mauch et aL 1990, Bernauer 
etaL.1992). 

Das Verhalten der NicRl -Bindeaktivitat im Gelretentionsexperiment wurde in dieser Arbeit anaiysiert urn 
25 Aussagen uber den Ort, die Spezifitat, KJnetik und Stochiometrie der Bindungsreaktion treffen zu konnen und 
die Reaktion der DNA-Bindungsfunktion auf Manipulationen an dem WT-6- HDNO-Promotorfragment und auf 
potentielle Effektorsubstanzen zu untersuchen. 

Diese Versuche sollten daruber AufschJuB geben, welche molekularen Mechanismen fur die Regulation des 
6-HDNO-Gens verantwortlich sein konnten. AuBerdem wurden die Anzuchtbedingungen und der Induktions- 
30 status der Arthrobacter nicotinovorans Zellen variiert, aus denen schlieBUch Rohextrakt zur Analyse im Gelre- 
tentionsexperiment hergestellt wurde. Diese Experimente sollten AufschluB daruber geben ob sich das Bin- 
dungsverhalten von NicRl verandert oder die Anwesenheit zusatzlicher Faktoren in Abhangigkeit von einem 
der Versuchsparameter nachzuweisen sind. Der zu den Protein/DNA-Bindungsversuchen verwendete Reak- 
tionsstandardpuffer iehnt sich an den von Garner und Revzin (1981) verwendeten Reaktionspuffer an. 
35 Die NicRl -Bindeaktivitat ist durch Ammoniumsulfatfraktionierung anreicherbar. Die Anreicherung der 
NicRl -Bindungsaktivitat war die Vorraussetzung fur Versuche zur Analyse des Bindungsverhaltens von NicRl 
bei gleichzeitiger Bindung von beiden palindromischen Sequenzen, die auf dem WT-6-HDNO-Promotorfrag- 
ment zu finden sind. 

40 Das WT-Promotorfragment 

Das WT-6-HDNO-Promotorfragment aus dem 5'-IControilbereich des 6-HDNO-Gen besitzt einige sehr 
interessante Sequenzmerkmale (s. Fig. 7). Es ist von ausgedehnten invertierten Sequenzwiederholungen (IR) und 
anderen auff aliigen Sequenzmotiven gepragt Charakteristische Sequenzarrangements innerhaib der 6-HDNO- 

45 Gen-Promoterregion sind in Kg. 7 gezeigt Diese zeigt zwei invertierte Wlederholungen, IR1 und IR2, welche 
extensive Homologien untereinander haben (Fig. 7). Die rechte palindromische Halbseite von IR2 wiederholt 
sich im 5'-Bereich noch einmaL Solche Palindrome sind struktureile Merkmale, die man in vielen bakteriellen 
cis-aktiven Regulatorregionen findet 

IR1 und IR2 sind durch eine 50 bp interpalindromische Sequenz voneinander getrennt Die palindromischen 

50 Halbseiten von IR1 sind uber 17 bp zueinander homolog, die von IR2 uber 9 bp. Das Palindrom von IR1 erreicht 
eine urn zwolf Basenpaare groBere Ausdehnung, zeigt aber in diesem Bereich zwei Insertionen von je zwei und 
einem Basenpaar (AT, A). Zehn von zwolf Basenpaaren von IR1 in der 5'-Haifte und 9 von 12 Basenpaaren in der 
3'-HaIfte der Sequenz sind zu IR2 homolog (Fig, 7A, Sequenzen von IR1 und IR2). Diese sequenzspezifischen 
Merkmale konnten struktureile und funktionale Bedeutung bei der Bindung des "in trans^-bindungsaktiven 

55 Proteins NicRl und einer o' 70 -ahnlichen RNA-Polymerase besitzen. IR1 repra^sentiert eine nahezu perfekte 
a 70 -ahniichen Promotorsequenz, mit einer beraerkenswerten Modifikation. Die -10-Region unterscheidet sich 
von der Konsensussequenz TAT AAT durch die Insertion eines C wobei die Sequenz TATCAAT entsteht In der 
Sequenz von IR2 Findet man eine -30-Region aber keine Ahnlichkeit zu der bekannten -10-Region einer 
CT 70 -ahniichen Promotorsequenz. Der Abstand der -10 und -30-Region entspricht mit 16 bp dem a 70 -Ideal von 17. 

60 Integriert in die Sequenz von IR2 ist die -35-Region eines a 70 -ahnlichen Promotors, eine konsensusahnliche 
-10-Region fehlt. Einige andere Sequenzmerkmale konnten auch die Aktivitat weiterer am S'-Sequenzbereich 
des 6-HDNO-Gens trans aktiver regulatorischer Elemente wiederspiegeln. Innerhaib der Palindrome IR1 und 
IR2 befinden sich drei NlaI-(CATG)-Erk nnungspalindrome an homologer Position. Interessant ist, daB sich 
hinter der linken palindromischen Halbseite von IR2, an nichthomologer Position, ebenf alls eine solche Schnitt- 

65 stelle befindet. Es stellt sich die Frage von Zufall oder Notwendigkeit einer solchen Struktur. AuBerhalb der 
palindromisch n Sequenzen von IR1 und IR2 befinden sich ebenfalls auffallende Sequenzraotive. GC- und 
AT-r iche Sequenzen sind alternierend angeordnet. Ein interessantes Sequenzmarkmal dieser Domane ist di 
Gegenwart CG reicher Sequenzabschnitte, welche von einem AT-reichen Sequenzabschnitte in der 6-HDNO- 
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V <?«menz unterbrochen werden. Die GC-Sequenzbl6cke sind oberhalb der 5'-Region des <f>-ab^chen Pro- 
^SSSSSSSSSi Basennachbarschaftsanalyse nach dem in Ebbole und Zalkan (1 989) be^hne- 
hpn^X^SurzeiKte daB diese Sequenz in hohem MaBe nichtstatistisch ist Urn dies zu zeigen wurde 
M e^SnS^anSn in ?asca? geschrieben. Wahrend die Sequenzen innerhalbder P^^chen 
BeS TauVziSch regllinaBig kurzen GC- und AT-Bereichen mit sehr ^^ aem ^fS^ t ^n 
finden sichS' zu den Palindromin groBere Sequenzabschnitte mit sehr unausgewogenem G ^-f eh f.^2 
ZoSst steiS der GOGehalt von 5' auBerhalb des Palindroms IR2 kommend an, e s wrd zunachst em 
^SSmSfdann ein GC-Minimum durchlaufen (F.g. 7A). Die Situation ' Wl ^ rh ^«^^ 
IR1 Ahernierende GC- und At-reiche Sequenzabschnitte werden mit struktureUen El S^zktndsT^otein „ 
bindung Samm^g gebracht Die AT-reichen Positionen drehea sich mit direr kleinen DNA-Furche .n 
dSrotefn dfe ^GOreichen Sequenzblocke zeigen nach auBen. GC-reiche Promotoren, welche mit den bekann- 
fen ^JSiKa^otoren keine Sequenzahnlichkeit mehr besitzen, finden sich in Straptomyces Spez.es. 

KJonierung des WT-6-HDNO-Promotorfragments und der mutanten Sequenzen 

Ah Startermolekul (s. Fie. 7AA/0)) fur die rekursive DNA-Synthese wurde das Plasmid pUC19 (Yanisch-Per- 

ronlt Tim StB^mm^iil doppelverdaut und uber ein Agarosegel gereinigt Kpnl hat die Erken 

1*1™,^% ^TAC'C-3' an das 3'-uberstehende Kpn-Ende wurde ein Oligonukleotid komplementarer 
nungssequenz 5 -GGTACC 3 ._ an das3 ujersten p <jMTp ^ Standardbedingungen 

f^^^T^SS^ ^^^^PP^^ aufgefullt Das Oligonukleotid besitzt am 
Se d^ RleAI plus ein paar zusatzUche Ba^en (s 

lie 7Afl« dS nun^doppebtrangige DNA-Molekul (aufgefulltes, uberstehendes synlheUsches Ol.gonukleoud) 
LinrZrSrungsMtion der Restriktionsendonuklease RleAI aus Rmzobium Ieguminosarum 

MSS^^agS-abei^linde Enden auBerhalb seiner asymmetrischen Bindungsstelle. Diese Speztfitat 
£ bSanSStilund BBt die wiederholte Anlagerung eines Oligonnukleotides und das Priming forme 
DNVp5wSS5S. zuDas kurze DNA-Fragment mit der RleAI-Erkennungssequenz wurde vom Plasnud 
Qber eta SsegJ weggereinigt An das bei der Restriktionsreaktion entstehende 3'-uberstehende Ende 
w^rde eraeufSn S dJes g el Endfkomplementares Oligonukleotid (F,g. 7A(2)) angelagert und ^aufge ullt wie 
XVeSnt Ts audi F« 1 und 2). Die gleiche Reaktion wurde mit dem Olegonukleotid (Fig. 7A(3)) und den 
Variant™ Kg 7b ^^bis ^7 du^chgefuhrfDurch die Verwendung von synthetischen ^OUgonkleotiden konnten 
l^SSSSt iequenzvarianten Li die Wi.d^sequenz erzeugt werden. Nach der 

wurden die neu entstandenen DNAs mit BamHI nachgespalten (s. Sequenz, Fjg.7A(3 de ' v«™£ 
^nQ + Bindefraement) zir'- larisiert und gemaB Standardmethoden in Exob transformiert. Ftndet sich die 
^^SSSS^^ •» Ende auch der ^etischen Oligonukleotidejcann man die DNa-Syn- 
theserr eaktion wie in diesem Beispiel jeweils um einen Schntt verlangern. 

Auswirkungen von DNA-Sequenzanderungen in der S'-regulatorischen Region des 6-HDNO-Gens auf die 

Bindefahigkeit von NicRl 

Um die Bindungseigenschaften von NicRl zu charakterisieren, wurden Sequenzanderungen in die > de n 
<i»ih£SSSSt^ IRl-Bindungsstelle eingehlhrt und die Lange der .nterpaundromischen Se- 
Jue"nz^^^X"w^iriiert durch letztere Versuche sollten die sterischen j^erungen ^andie 

"KSSE^Sd^^ vitro- in die Sequenz des Promotor enthaltenden 

mSpatodwXd £ Te interpalindromische Sequenz eingefuhrt wurden sind in Fig.7B .dpsegdltDn 
Sduktion vS ein Oktiner (Fig. 7B-3) wie auch die Deletion der zentralen G-Position (Fig. 7B-4) 

"^^SSSSSZ fm Sel«tStionsexperiment ein, so wird nur 1R2 retardiert, nicht aber das 
mutierte Tl otS^SS.™«Ui Fig. 7B-4 g^zeigte Konstrukt zeigt Retention nur noch durch die 
B mSg von iSfSSSS Gr6Be des K^mplexes an IR2 die gleiche GroBe hat wie der Kompiex an IR1, 
ist dies ein Hinweis auf die Bindung des selben Proteins an beide Palindrome. . . c . , 

der interDalindromischen Sequenz wurde durch Deletion wie auch Insertionen von je 5 bp (Fig. ^ 7B- <o und /) 
vera^aeMeseSrungen entsprechen je einer halben Helixwindung. Als Konsequenz ergibt act idara^ 
d^hto^sen DNAianten die IR2-Bindungsstelle relativ zu der ™-*™*™^^*° 7B V _ ^ 
hefindet. Zusatzlich wurde die 50 bp lange interpalindromische Sequenz um 20 bp reduziert (Fig. 7B uas 
S^SoSSSSI^eriB^ welches diese Anderungen tragt (Fig. 7B- 5 -6, -7) w^ .denusch nut dem 

Kon roUmuster, das mit dem .nveranderten 242 bp ^^°-^ mo ' ori ^ ^^Te s. ? ch von der 

Hie r«-hte H3lft von 1R1 enthalt die -10-Region des Promotors des 6-HDNO-Gens <Ue sicn von aer 
Konsens^seauenrder^ der o*>-RNA-Polymerasen durch die Insertion einer Qtosm enthaltenden 
S^ETBSSpSSTclr TATAAAT-Sequenz unterscheidet (F.g. 7B-1). Es stellte sich .die ^f** 
dks^ TungewoShWO-lO-Region an der Spezifitat der NicRl-Bindung an IR1 Anted hat Im Gelretenuonsex- 
SSS mit NicRl leigte die Deletion des Cytosinrestes an der entsprechenden Position XF.g .3 ^B-2) 
kS AndeLg dS Proteinbindungsmusters, verglichen mit dem Muster, das m.t dem unveranderten DNA- 
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Fragment erhalten wurde, wofal aber bei der Bindung der <T 70 -ahnlicheii RNA- Polymerase von E coll 

Die Aussage, daB die beiden Mutationen Fig. 7b-3 und -4 die NicRl-Bindefahigkeit an das Palindrom IR1 
stark verringern, wenn nicht sogar ganz verhindern wird durch weitere, hier nicht beschriebene Versuche 
untermauert 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Synthese von Nukleinsauremoiekulen mit mindestens teilweise vorbestimmter Nukleotid- 
sequenz, das die folgend n Schritte umfaBt: 

a} Bereitstellen eines Nukieiiisaure-Doppelstrangmolekuls, 

ak » S m mindestens einem Ende einen in seiner Nukleotidsequenz nundestens teuwe^e definierten 
Oberhang aufweist oder in dem mindestens ein solcher Oberhang erzeugt werden kann; xrie r 
Sdui mindestens einem Ende ein in seiner Nukleotidsequenz mindestens teilweise definiertes 
glanesEndeaurweistoderindemmindest ns ein solches Ende erzeugt werden kann; 
b) Anlagerung mindestens eines Nukleinsaure-Einzelstrangmolekuls an das Nukleinsaure-Doppel- 



60 



65 



11 



BNSDOCID: <0E 19633427A1 J_> 



DE 196 33 427 

nlTfT 0lek ^ W ° bei daS mnteste™ eine Einzektrangmolekul sich an den Oberhang, gegebenenfalk 

™n* tZZ ?l f n , erUng ' (M) ° der 3,1 & S glatte ^ gegebenenfalk uchSoSS 
rung gemaB (ab) anlagert und seinerseits einen Oberhang erzeugt und wofaei das Einzektrangmolekul 
bei Anlagerung an em glattes Ende, oder bei sukzessiver Anlagerung und VerknQpfung mehrerer 
Ende'nSfl? ist 6 ^ Auf faUreaktion 3,1 dem vom Ende der DoJpelstrangmokSf eSten 
vor dJlren ^LQi r fu^g1 kierU,,S ^ FaMC Sukzessiven Anlagerung mehrerer Einzektrange jeweils 

Si^Spo1^SnT a tf ,Ze,Strai,g " Sdner SeqUenZ k0mplementaren Nukleinsaurestranges 

d) Spaltung des mindestens einen in Schritt (c) erzeugten Nukleinsaure-Doppektrangmolekuk an einer 
vorbesnmmten Stelle, wobei nundestens ein neuer Oberhang oder ein glattes Ende entsteht und wobei 
erne gegebenenfalk noch vorhandene Maskierung abgespalten wird- 

e) gegebenenfalk em- oder mehrmalige Wiederholung der Schritte (b> (c) und/oder (d), wobei in Schritt 
(b)jeweikgeeigneteEinzektrangmolekuleeingesetztwerden- 

J a cMl,lT g -° n f-***™*- ^ 5'fhosphat-Enden von endstandigen Nukleotiden benachbarter, in 
das Niikleimaure-Doppektrangmolekul inkorporierter Nukleinsaure-Einzektrangmolekule, sofern es 
sich um glatte Enden handelt, nach Schritt (bX (c), (d) und/oder (e); und 
g) Isolierung des so erzeugten Nukleinsaure-Doppektrangmolekuk 

wJ^f/ lre p- naC i h t AnSprU, ; h , 1 ', wobei ™ ht in *» Nukleinsaure-Doppektrangmolekul inkorporierte Nu- 
Weinsaure-Einzekn-angmolekulenach Schritt (bX(baX(cX und/oder Schritt (d) algetrennt werdL 
ri^nt^hK 3 ^ Ansp '? ,ch J ? de . r 2l wobe i 3'-Hydroxy- und 5'-Phosphat-Enden von endstandigen Nukleo- 
25 -Jrt a V m r daS NuW . emsaure - D °PP el strangmoIekuI inkorporierter Nukleinsaure-Einzektrang- 
SSSif""^ eine Ligaseaktivitat nuteinander verknupft werden, sofern das Einzektrangmolekulbli 
serner Anlagerung an das Doppektrangmolekul an einen Oberhang angelagert wurde s™ 01 ^ ™ 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bk 3, wobei die Nukleinsaure DNA ist 

5. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1 bis 3, wobei die Nukleinsaure RNA ist 

7 X££^ na °l! C j nem ^ r Ans P™ che 1 bj 5 5 > w °b« mindestens einer der Oberhange ein 3'-Oberhang kt 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei mindestens einer der Oberhange ein 5'-0berhang ist 

8. Verfahren nach Anspruch 1 -7, wobei das Nukleinsaure- Einzektrangmolekul an seinem 5'-Ende mafkiert 

Nukleotoerfolgt. AnSPrUCh 8 ' ***** Maskierun g durch den Ejnbau mindestens eines 5'-modifizierten 

iSwy™^^' 13 - 11 A T nspruc J 1 7' ™** der Einzelstrang an dem vom Doppelstrang nach Anlagerung 
?? Z Jfu Ende e u 6 ? aarnad ekchleife ausbildet, die ak Primer fur die Polymeraseaktivitat dient 
slhrinSf,^ 3 ^ def Anspruche } bi * 10. wobei die Spaltung an einer vorbestimmten Stelle in 

^chntt (d) durch erne Sequenzspezifisch spaltende trippelhelikale DNA erfolgt 

SZfff^! 1 T Cil T em „ d c e o 1 bis 10 ' wobei s PaItung an einer vorbestimmten Stelle in 

Schntt (d) durch erne Typ II S Restnktionsendonuklease erfolgt 

ptZl rfahr . en n3 ? h Anspruch l2 - w °bei die Typ II S Restriktionsendonuklease das Rle AI-Enzym aus 
Knizobium legummosarum ist 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bk 13, wobei das Nukleinsaure-Doppektrangmolekul und/oder 

die NuWeinsaure-Einzektrangmolekule synthetischen oder Semisynthetischen Ursprungfftod 

li Verfahren nach einem der Anspruche 1 bk 14, wobei nach Schritt (g) folgender Schritt durchgefuhrt 

sfrSg^olTkule! 15 ^ N ^ einsaure_D °PP elstran g niolekuls and Isolierung der Nukleinsaure-Einzel- 

I t v 6 ^ 611 naC l! ! inem de 5 Anspruche 1 bk 15, wobei die Synthese zumindest teilweise automatisiert ist 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Synthese matrixgebunden durchgefuhrt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Matrix eine Nyionoberflache ist 

19. Kit nundestens enthaltend 

a) eine Ligase sowie einen Ligasepuffer; 

b) eine Polymerase sowie einen fur die erfindungsgemaBe Synthese geeigneten Polymerasepuffer: 

c) gegebenenfalk em Typ II S-Restriktionsenzym sowie einen geeigneten Restriktionspuffer 

d) gegebenenfalls emen Waschpuffer zur Elution von Reaktionsnebenprodukten und nicht in das 
Frodukt der erfindungsgemaBen Synthese eingebautem Material; und " 

e) gegebenenfalls eine Synthesematrix mit einem gegebenenfalls bereits daran gebundenen Nuklein- 
saure-Doppektrangmolekul ak StartermolekuL 
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